DEMANDE INTERNATIONALE PUBLIZE EN VERTU ili TRAITETJE COOPERATION EN M ATI ERE DE BREVETS (PCT) 



(51) Classification isjlcruattonsiie ries brevets^ 

C07H 19/2(T: G01N 53/50 
C12Q 1/00 



Al 



(1 \) Numero lie publication Internationale: WO 23/ 02270 
(43) Date de publication isternstionals: 7 juillct 1983 (07. D7.S?) 



or-r 



(21) Numero de la demande Internationale: PCT/FR32/00222 

(22) Date dc depot international: 

29 decembre 1982 (29.I2.S2) 

(31) Numero do la demandc priori tai re: 81/24442 

(32) Date de priorite: 29 decembre 1981 (29.1131) 

(33) Pays de priorite: FR 



(71) Deposant (pour tons les Etats designer sauf US): INSTT- 

TUT PASTEUR [FR/FR]; 2S f me du Docteur Roux, 
F-75015 Paris (FR). 

(72) loventeurs; et 

(73) InventecTS/Deposants (US seuiement) ; KOURILSKY, 

Philippe [FR/FR]; 207, rue de Vauairard. F-75015 Pa- 
ris (FR). VINCENT, Christian f FR/FR); 24, rue du 
Hameau, F-75015 Paris (FR). TCHEN, Paul (FR/FR); 
IS, rae du Telegraphe, F-92000 Nanterre (FR). 



(74) Mandataircs: GUTMANN, Ernest etc; Cabinet Flais* 
raud, 34 t *rue d' Amsterdam, F-75009 Paris (FK)., 



(SI) Etats designes: BE (brevet europer:;), CK (brevet euro- 
peen), DE (brevet europeen), GB (breve: europ«n), 
JP, US. 



Publie* 

Avcc rapport dc reckzreke internaiio.ncle. 



BEST 



GOPV 



(54) Title: MODIFIED ADENOSINE ^-TRIPHOSPHORIC ACID AND METHOD FOR DOSING BIOLOGICAL 
SUBSTANCES CAPABLE OF FIXING DEGRADATION PRODUCTS OF ADENOSINE .^'-TRIPHOS- 
PHORIC ACID 

(54)Titre: ACIDE ADENOSINE 5'-TRIPHOSPHORIQUE MODIFIE ET PROCEDE DE DOSAGE DE SUBS- 
TANCES BIOLOGIQUES SUSCEPTI3LES DE FIXER DES PRODUITS DE DEGRADATION DE 
L* ACIDE ADENOSINE 5'-TRIPHOSPHORIQUE 

(57) Abstract 

Modified ATP capable of originating an ADP or AMP, which is also modified, and may be incorporated in biologi- 
cal substances, and allowing the detection and optionally the dosing of the latter. Such modified ATP is characterized by 
the covaient fixation, on the adenine cycle of the ATP. ot a chemical group which may be coupled directly or indirectly 
with a related molecule, preferably marked by an enzyme, thereby allowing the recognition of said ATP, ADP or AMP. 

y'C57) Abrege 

Un AT? modifie susceptible de donner naissar.ee a un ADP ou AMP egalement modifie. incorporate a des subs- 
tances bioloeiques et permettam la detection et eventuellemem le dosage de ces deraieres. Cet ATP modifie est car3cterise 
par la fixation eovalente. sur le c>-cle adenine de l'ATP, d'un groupe chimique coupiable directcment ou indirecterr.ent 
a\*ec une. molecule affine, de preference marquee par une enzyme, permettant la reconnaissance de cet ATP, ADP ou 
AMP. 
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Acice adenosine 5 f -triphccphcrique modifie et procede 
de dosage de- substances biologiques susceptibles de 
fixer des produits de degradation de I'acide adenosine 
5 1 -triphosphorique . 



L 1 invention est relative a un derive de I'acide 
adenosine 5 , -triphosphorique (en d'autres ternies a un 
derive de I'ATP) et a un procede de dosage de substan- 
ces biologiques susceptibles, en presence de l 1 enzyme 
5 appropriee, d f incorporer un produit de degradation de 
l'ATP, en d'autres termes I'acide adenosine 5 r -mono- 
phosphate (AMPJ ou de I'acide adenosine 5 t -diphosphate 
(AD?) 

*■• • II est connu qu T une categorie de substances bio- 
10 logiques, notamment certains antibiotiques , plus parti- 
. culierement ceux de la classe des aminoglycosides, sont 
capables, en presence d f enzymes specif iques, d'incor- 
. porer de-L'ADP ou de l f AKP, ces dernieres rnoTScules etant 
susceptibles d'etre fournies- a cet antibiotique a par- 
15 tir de 1 T ATP . Cette incorporation est schematisee par 

1* equation de reaction' suivante , dans laquelle R-OH re- 
presentee 1 f antibiotique : 

R-OK ♦ ATP enzyme spgcifique M . W p + ppi 
Les abreviations PPi ('pyrophosphate) et Pi 
20 (phosphate) sont quelquefois utilisees en biologie pour 
designer les derives "inorganiques" du phosphore qui 
sont liberes & l 1 occasion de reactions biologiques du 
type sus-indique. 

Ce type de reaction est certes dej£ utilise dans 
25 ' des dosages de substances biologiques du type sus-indi- 
que, mais les moyens de revelation connus deviennent 
inoperants, lorsque ces substances biologiques ne sont 
presentes qu'en quantites infinses dans les echantillons 
etudies. 
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L' invention a pour hut de fournir des reactifs 
suffisain-ient sensibles efc permettant precisement l'utili- 
saticn de cette reaction pour doser de telles substances 
• biologiques, meme lorsqu'elles n' existent dans les echan- 
5 tillons biologiques Studies qu'en quantites infimes, no- 
tamment du nanogramme ou meme beaucoup moins . 

Le reactif selon 1' invention consiste dans un pro- 
duit.de modification de l'ATP, ce produit etant caracte- 
rise par la fixation de facon covalente sur cet ATP d'une 
10 molecule chimique portant au moins un groupe non engage 
dans la liaison covalente susdite et couplable directement 
ou indirect ement avec une molecule ou un produit ayant une 
affinite specifique pour ce groupe et permettant par con- 
sequent la reconnaissance selective des substances biolo- 
15 giques susdites. 

En particulier ce groupe permet une liaison affine 
chimique ou immunologique avec une molecule ou un produit 
lui-meme directement revelable ou susceptible d'etre re- 
vele a son tour par couplage avec un autre produit feve- 
20 lateur. En outre co groupe est tel qu'il ne modifie pas 

— j.w^.w . — c.^j,;:^ assurer 1 incorporation 

du derive mcdifie d' AM? ou d'ADP portant les memes 
groupes de modification que l'ATP modifie initial, dans 
ou sur la substance a doser, et ce dans les conditions 
25 normales .d' incorporation de l'AM? ou de l'ADP non modifie 
sur la meme substance en presence de la meme enzyme. 

L f invention concerne egalement un procede de de- 
tection ou dosage d'une substance appartenant a la cate- 
gorie de substances ci-dessus dgfinie consistant a faire 
30 reagir la composition presumee contenir une telle substan- 
ce avec l'ATP mcdifie selon l'invention, en presence de 
i'enzyme specifique correspondante, dans des conditions 
permettant l'incdrportation d'un AMP ou d'un ADP modifie 
correspondant, dans ou sur ladite substance et, le cas 
35 Icheant, apres elimination de l'exces d' ATP modifie 
libre, a placer la composition obtenue dans des condi- 
tions permettant l'eventuel couplage des groupes de modi-' 
fication portes par l'AMP modifie ou l'ADP modifiS incor- 
porte a ladite substance, avec la molecule. ou le produit 



J 

permettant la reconnaissance du groupe de modification 

du derive initial d ' AT? et a defcecter ou a doser la su 

dite substance eventuellement prssente portant lesdits 

produits de reconnaissance. 

.Dans le cas d 1 aminoglycoside, le dosage mettra 

par- consequent en oeuvre une reaction qui peut etre 

sehematisee par 1* equation suivante' : 

enzyme specif ique 
R-OH + ATP-M— £ R-O-ADP-M+Pi ■•• 

ou encore pour d'autres substances comme les oses-1- 

phosphate : 

enzyme specif iaue 
- R-OH. + ATP-M — . R-O-ADP-M+Pi. 

Le dosage du compose R-O-AMP-St (ou du compose 

R-O-ADP-M), acres elimination de . l f eventuel exces 

d f ATP-M, est d'une sensibilite considerable. Dans le 

cas des antibiotiques , cette methpde permet de doser 

des quantites d f un nanogramme d f antibiotique . 

Parmi les substances susceptibles d'etre do- 
sees par une telle roethode, on citera, outreles anti- 
biotiques du-type aminoglycosides, et S. titre d'exem- 
ples , . les oses-l-phnr.nhats i^onme le galactose-l-phos- 
phate (etude.de la galactoseraie) et le glucose 1 -phos- 
phate,. I 1 acide N-acetylneuraminique , l'acide 5-phospho 
ribosyl-l-pyrophosphorique ... 

_...L f enzyme specifique intervenant dans cette 
transformation sera en. general ccnstitueepar une ade- 
nylyl transferase, une acylneuramiaate citidylyltrans- 
f erase, une glucose 1-phosphate uridyltransf erase , 
l'ATP phosphoribosyltransf§rase 

Le groupe chimique lie de fagon covalente a 
l'ATP peut revetir les formes les plus diverses, des 
lors qu'il possede un groupe permettant son couplage 
avec des substances af fines permettant sa revelation, 
de preference sous forme directement visualisable , 
et qu'il n'empeche pas 1 'enzyme susdite de catalyser . 
l f incorporation du derive d'AMP ou d f ADP correspondant 
sur la susbtance sus-visee. 

Parmi les groupes chimiques preferes suscep- 
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tables d'etre fi : <g s sur les bases des susdits ribc 

otides, on nientionnera tout groupe susceptible d'etre re- 
connu spgeifiquesient par une autre molecule ou par un 
produit, lui-agaie aiserr.ent detectable, de preference par 
une methede de visualisation. 

Cette autre molecule ou cet autre produit con- 
sist e par exemple en une enzyme, dont la presence peut 
etre reyelee par l'action qu'elle est susceptible d'exer- 
cer sur un substrat, de preference un substrat 
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donnant lie- a des reactions de coloration ou de decolora 
tion, ou pisjs generalenent encore do modification de 
spectres d'absorption respectivemont decelables par colo- 
rimetrie ou spectrophotometrie. On peut "naturellement 
avoir rocours a des molecules ou produits donnant lieu a 
destructions do fluorescence, a des modifications de den 
site optique, etc., par exemple des produits ccmprenant 
des groupes derives de 1 'aminof luorene, du chlorure de 
dansyle, de la rhodamine, etc.. 

Parmi les groupes de modification apprbpries, on 
mentionncra les groupes chimiques dont est connue l'af fi- 
nite pour un autre type de molecule chimique. Parmi ces 
groupes de modification chimique, on peut mentionner la 
biotine ou l'avidine, dont on connait les affinites reci- 
proques, les groupes derives de-l'une de ces molecules 
pouvant servir I la modification du ribonucleotide choisi 
et 1' autre de molecule couplable avec un reactif marque 
par unc enzyme ou susceptible d'etre fixeea une enzyme, 
par exemple dans les conditions decrites dans le brevet 
n " 73 i0 *~5 de i : I«3TITuT PASTEUR dSposfi le 13 avrii 19?S. 
Ce reactif consiste par exemple en un anticorps specifique 
dirige contre le groupe de modification ou.en une molecule 
ayant une af finite" specifique pour ledit groupe de modifi- 
cation. . • • 

Parmi les groupes de modification utiles du ribo- 
nucleotide initial, figurent egalement des antigenes ou 
haptenes susceptibles d'etre reconnus par des anticorps 
prealablement, formes contre ces antigenes ou contre ces 
haptdnes, plus particulierement lorsque ceux-ci ont ete 
fixes au prealable sur une macromolecule support, telle 
qu'une serum-albumine ou un polypeptide, par exemple une 
poly lysine. Parmi ces antigenes ou haptenes, on peut citer 
la biotine et. l'avidine elles-memos, des groupes acetyl- 
aminoflucrene, des peptides, hormones ou prostaglandines, 
notamment ceux auxquels correspondent des antiserums ou 
anticorps specif iques, des lectines, dont est connue la 
capacite a etre couplees a des enzymes permettant leur re- 
velation, notamment des peroxydases, 8-galactosidases , 

De tels serums ou anticorps sont disoonibles dans-^rr- 



etc. 



le commerce. 

Mais la molecule ou le produit preser.tant des 
caracteristiques d'af finite vis-a-vis du groupe de modi- 
fication susdit, sere eventuellement aussi seulement de 
5 relais vis-a-vis d'une autre molecule ou d'un autre pro- 
duit susceptible d'etre visualise I son tour, notamment 
dans les conditions sus-indiquees ; par exemple le pro- 
duit presentant les caracteristiques d'af finite, vis-a- 
vis du groupe de modification susdit, est constitue par 
10 un anticorps lui-meme non marque, mais reconnaissable a 
son tour par des anticorps contre lui-meme, ces derniers 
anticorps St ant eux-mcmes couples a 1' enzyme susceptible 
d'agir sur un substrat specif ique, dans les conditions 
classiques en matiere.de dosage immunoenzynatique. 
15 D'une facon generale, le groupe de modification 

du ribonucleotide est constitue par toute molecule ou "'" 
produit chimique fixable sur l'AT? et ensuite detectable 
dans les conditions qui ont ete indiquees , dans la mesure 
ou il repond aux conditions sus-indiquees. L» invention 
!0 comprend egalement un test de reconnaissance des groupes 
compatibles. Ces groupes sont ceux qui n'empechent pas 
la fixation de 1 1 AMP modifie correspondant sur des amino- 
glycosides, notan&nent la tobramycine en presence d'ade- 
nylyl-transf erase dans les conditions sus-indiquees , cet 
5 AMP modifie devant naturellement etre fourni par l'ATP~ 
prealablement modifie par le groupe de modification 
Studie. 

Le groupe de modification chimique sus-indique 
est fixe sur la position 6, de preference 8, du groupe 
0 adenine. 

Cette fixation intervient avantageusement par 
l'intermediaire d'un bras du type -NH-(CH 2 ) -X, ou 
-C0-(CH 2 ) x -X, dans lequel x varie de 2 a 20, notamment 
de 6 1 12, et X est un groupe assurant la liaison entre 
un groupe M, choisi parmi ceux qui sont susceptibles 
d'une reaction de liaison avec un agent chimique ou im- 
munologic^ ayant une af finite selective pour ce groupe. 
Les groupes CH 2 du bras susdit peuvent en partie etre 
remplaces par des groupes CO ou NH, I condi- 
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tion nature! lersent que ces groupes de remplacement ne 
scient pas adjacent- a des groupes identiques. 

Par exe.-nple, si l'on considlre l'e cas de la 
modification du groups adenine de l'ATP en sa position 
8, le ribonucleotide modifie obtehu peut etre repre- 
sents . par la formule (cas d'un bras du type 
-NH-(CH 2 ) X -X-) : 

" "~ NH. 



(3) 




-HH-(CH 2 ) X -X-M 



(I) 



' . Ah 6n* 

dans laquelle R est un groupe triphosphate x , X et M 
ont les significations sus-indiquees . Avantageuseme'nt , 
ie graupe X est constituG par un groupe KH cu CO. 

Un precede pour fabriquer le derive de for- 
mul .®. 1 .? Pf r temple a partir de l'ATP prealablement 
brome en position 8, consiste a le faire reagir dans les 
conditions appropriees , " avec un compose de formule 
H 2 N-(CH 2 ) x -X-Y, dans lequel Y represente un radical au- 
quel sera enstiite substitue le groupe M susdit, no tarn- 
men t par la mise en oeuvre d'une reaction de condensa- 
tion avec une molecule MZ, au cours de laquelle est 
alors forme le produit de condensation de formule I, 
avec liberation d'une molecule Y-Z. 

Lorsque le groupe X est NH, Y est avantageuse- 
ment de l'hydrogene- Lorsque X est CO, Y est avantageu- 
sement un hydroxyle. Z peut etre constitue par tout 
groupe susceptible d'etre detache de M dans la susdite 
reaction de condensation, par exemple le fluor lorsque 
la molecule chimique donneuse du groupe recherche est 
le * fluoro -l-dinitro-2,^ benzene, ou un hydroxyle 



cu do l'hycrcc^ne dans le cas d'un peptide- Dans ce 
dernier cas, la fixation dc ce peptide a 1 f extrenite 
du bras susdit peut, lorsque le groupe XY est consti- 
tue par un groupe NH 2 ou COOK, efcre effectue par la 
mise en oeuvre de reactions de couplage, tradition- 
nelles dans la chimie des proteines, entre groupes car- 
boxyle et amine, respectivement portes par les deux 
elements peptidiques distincts a coupler, par exemple 
par condensation en presence d f un agent de condensation, 
tel que le dicyclohexy 1-carbodiimide ou apres formation 
prealable d r un ester active a la fonction carboxylique 
de celui de ces deux elements peptidiques qui le 
portent. 

La position 8 sur le cycle adenine de I'ATP 
ne constitue evidemment pas le seul point sur lequel 
peut se brancher une chaine pqrteuse d'un groupe de mo-" 
dification tel qu'il a ete defini plus haut . A titre 
d f exemple, on peut egalement- substituer l'un des atomes 
d'hydrogene porte par le carbone en position 6 du cycle 
adenine par une chaine porteuse de ce groupe. A titre 
d' exemple, or. ment-ionnera la nnssibilite de substitution 
qui consiste a faire reagir avec I'ATP de 1' acide iodo- 
acetique ou un acide organique iode equivalent, permet- 
tant la formation prealable d'un sel quaternaire, fai- 
sant intervenir l'azote en position 1, sel qui se trans- 
forme ensuite par chauffage en milieu basique a 35°C, a 
pH legerement basique, notamment a pH 8, pendant le 
temps suffisant, par exemple 72 heures, en un produit 
de substitution de l'un des hydrogenes du groupe NH 2 
fixe sur le carbone en position 6 du groupe adenine 
(reaction du type connu sous 1' expression "rearrange- 
ment de Dimroth" ) . 

On obtient alors (lorsque l f acide organique 
iode est constitue par 1' acide iodoacetique) le compo- 
se de formule II ci-apres : * 



l!H-CH 2 -COOH 



15 



20 




(ID 



OH OH 



Ce compose peut ensuite etre transformed par 
reaction avec le compose de formule H 2 N-(CH 2 ) X -X-Y deja 
defini plus haut, dans des conditions permettant la 
liaison chimique entre le groupe carbonyle initialement 
contenu dans le groupe carboxyle dans le compose de 
formule II et le groupe imino appartenant initialement 
a la fonction amine*e du compose H 2 N-(CH 2 ) -X-x f iequei 
peut alors etre couplS a son tour avec un compose de 
formule MZ, dans les conditions qui ont deja ete defi- 
nies plus haut . 

II va de soi que tous les elements qui pre- 
2 5 cedent ne visent qu'a illustrer des modes de prepara- 
tion particuliers qui permettent de fixer sur l'ATP 
un. groupe de modification choisi parmi ceux auxquels 
correspondent des molecules af fines, comme cela a ete 
dSfini plus haut. 
30 D'autres caracteristiques de I'invention ap- 

paraitront encore au cours de la description d'exemples 
de mises en oeuvre prefSrees de I'invention. 

Preparation du 8- C-M-(dinitro-phenyl)-amino-hexyl] - 
aminoadenosine 5 ' -triphosphate . 
35 On fait reagit du 8-(aminohexyl) -amincader.o- 

sine 5' -triphosphate avec du f luoro-l-dinitro-2, 4-benzene , 



a£;i i d'un mSlange eau-othift . 20 /i volumes 5, a 
pH 3,S, a ■'iO°C, et en presence d'un sel, notamment 
chlorure.de magnesium . Le produit de reaction finale- 
ment cbter.u a pour formule : 
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15 



MH. 



ii ^^C^" NH " <cH2,6 " ,H ^ 




(III) 



hi— Pi 

oh 6h 



30 



35 



On recupere le derive de formule III, ci- 
apres denonnae ATP-DMP, apres une purification comprenant 
la fixation du ribonucleotide sur DEAE cellulose, elu- 
tion avec un gradient de LiCl 0,2 N, pH 5,5, a. LiCl 
20 0,5 H, pH 2 et filtration sur tamis sclsculaire du 
type SEPIIADEX C50. Lc rendcmcnt rcactionncl est dc 
52 %. Les fractions recueillies sont anal y sees par spec- 
troDhotcmStrie d' absorption de rayonnements de lon- 
gueurs d'onde de 280 et 3 60 nanometres rospectivement . 
25 On recueille celle des fractions dont les densitls op- 
tiques dans les deux susdits domaines de longueurs 
/d'onde sont dans un rapport (D0 28(J /DO ) figal a 4 . Le 
produit content: dans cette fraction correspond a celui 
resultant de la fixation de 1 cole de DIIP sur 1 mole 
d 1 ATP . II ne donn- ega lenient qu'une tache dans un sys- 
teme de chromatographic en couche mince. Le produit de ' 
cette fraction est lyophilisa. 

Ce produit pr-Sscnto la caracteristique d'etre 
reconnu par des anticorps formes au prealabie a l'egard 
de dinitro-2,U benzene, qui avait prealablement ete 
fixe sur un support macrcm'oieculaire du type de la 
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spruc-albumine . Des anfcicorpc do ce type sont par 
ailleurs dispor.ib les dans le commerce. 
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Preparation du 3-( M-bictiny 1-arei.nohexyl >aminoadenosine 
5 ' -triphosphate . 

On condense du 8- (aminohexyl) -amino-adenosine- 
s' -triphosphate avec le biotinyl-N-hydroxysuccinimide- 
ester, dans JLes conditions decrites par LANGER ct al, 
tclles qu'appliquees a la fabrication du biotinyl-UTP 
I partir de la 5-(3-amino)allyluridine. On obtient 
alors le compose de formule : 



15 



20 




_>-NH- ,( CH 2 5 6 - HH- CO- ( CHg ) j,— 

V s 




HOCHn^O. 

OH OH 



(IV) 



Dosage de tobramycine . 
25 . : L'echantillon presume contenir le susdit antibio- 
tique est const ituc par du serum prcvenant d'un patient 
traite par un aminoglycoside. Ce serum est prealablcment 
- dSprotej-nise . 

Cet echantillon est mis en solution dans une solu- 
30 tion tamponnee dont la composition est la suivante : 
Tris HC1 50 mM, pK 7,5 
MgCl 2 10 mM, 
DTT l mM. 

On ajoute a" la solution ainsi fornee 10 micromoles 
35 d'ATP-DNP et on laisse incuber pendant 1 heure a 37° C 

avec 10 U d* adenylyltransf erase extraite de Staphilooooaus 
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rivet ou do ccahsrichza ccl-i R55 . 

Une partie du produit de reaction est alors 
prelevee, notanunent par une pipette d ' EP? ZMDORF (GILSOM) 
comprenant dans sa partie inferieure un echangeur de 
cations capable de fixer l'antibiotiqus modifie par 
l'AMP-DNP, les autres constituants , y compris l'exces 
d' ATP-DNP et les phosphates organiques formes restant 
alors dans la solution. 

L* echangeur de cations (Amberlite CG 50, 200- 
1100 mcsh > forne NH^) est alors lave avec la susdite 
solution tampon. L'antibiotique modifil est ensuite 
Slue" a partir de 1' echangeur de cations, a l'aide d'une 
solution d'ammoniaque IN. Le solute obtenu est ensuite 
neutralise" avec HC1 IN. 

Le dosage comprend alors fi.nalement l'etape 
consistant 5 mettre en contact la susdite solution 
avec un anticorps anti-DMP couple a de la peroxidase, 
a recueillir l'eventuel conplexe ferae entre, d'une 
part, 1' aminoglycoside dans lequei est incorpore le 
produit de degradation de l'ATP-DMP, et, d'autre part, 
le susdit anticorps et a le mettre en contact avec un 
substrat colorable de la peroxidase. La presence d'anti- 
biotique est alors mar.if estee par la coloration du 
substrat de la peroxidase, coloration qui permet meme 
de fournir des indications quant i tat ives concernant la 
quantite d' antibiotique que contenait initialement 
l'echantillon trait e. 

Dans l'exemple considere le substrat est avan- 
tageusement constitue par une solution contenant : 

- de l'eau oxygenee : 10 yl d'H 2 0 2 a 110 volumes, 

- de 1' acetate de potassium : 9,5 ml 0,05M, pH 5,1, 

- du 3-araino-9-e*thylcarbazole : -2 rug dissous dans 
0,5 ml de N-N'-dimethylformamide . 

On peut par cette methede doser des quantites 
de l'ordre du nanogramme par millilitre du susdit 
aminoglycoside . 

L* invention ne se limite evidenment pas aux 
modes de realisation decrits ci-dessus a titre 
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d f examples <3t I'hor.rne ce l'art peut y appoi'ter des 

nodifications sans pour autant sortir du cadre des 
revendications ci-apres. 
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lent. , ! " m ° difi " rlsUltant ™ la fixation cova- 
lente sur la position 6, ou de preference 3, du group." 

1, r d,,W Sr0U?e Ch ° iSi '- Tsont 

susceptible* d'une reaction de li aison avec un 

5 ou immunologic ayant une affinite selj " p " ce 

groupe, par 1' intermediate d'un bras du type -nh-(ch ) -X 
- -CO-(CH 2 ) x -x, dans le.uei X est un g rouL assent* a ' 

ti::: r: rr?:^: 11 et x varie de 2 * >°> - 

in !„,.. „ condition que x soit distinct de 2 ' 

10 lorsque M est un groupe di ni tro-2,4-phenyie 

tiri.- 2 " """""^ 5el ° n la " v ^«ati on i. carac- 
cepti! 1 ! n d°-, ,Ue ^ SUSdit Sr ° UPe de — *«««on est sus- 
une aule n! " T°™ 5P *" fi *~ « <i«cte»ent pa, 

15 tectable, par une methods de visualisation 

t(rl.« ' " *™ m ° dif " Sel °" U rev «^«"on 2, carac- 
itue oa " • 16 SUSd " Sr ° UPe dS «*«i««*ion est cons- 

susceptible d ; Sci-e r- 

connu par un anticorps or«alahinm a n> r~ - 
20 pr-aiaDiement forme contre cet anf- 

20 gene ou contre cet haptene. 

. ATP modifie" selon la revendication 1, carac- 

relall " " ^ ^ ^"cation sert de 

relais vis-a-vis d'une autre molecule ou d'un autre p-odu- 
susceptible d'etre visualise a son tour. 

25 vL,- 5 " AT? m ° difiS Sel ° n rune *«elconque des re- 

vendications 1 5 H caractPH^ 

de modify *• c aracteri,e en ce que le susdit grcuce 

^modification seion ^ ^ gusdite ^ 

: pa" u'nT Chlmi<1Uement — ™ -1-uie arrine market 

Par une enzyme ou immunologiquement avec un anticorps maroue 
30 par une enzyme et ayant une affinite selective pour ^eaT 
• groupe de modification ou la susdite molecule relais 

dicatio„ s i " f ? m0difi§ Sel ° n 1,UnS * uel * on ^ des reven- 
dicatxons 1 a 5 , caracterise en ce que les groupes CH. du 
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bras susdit peuvent en partie etre remplaces par des grou- 
pes CO ou NK, a condition que ces groupes de rernplacement 
*ne soient pas adjacents a des groupes identiques. 

7 - ATP modifie selon l'une quelconque des re- 

■ 5 vendications 116, caracterise en ce que le susdit groupe 
de modification comprend un groupe derive de la biotine, 
de l'avidine ou un groupe dinitro-2, ^-phenyle. 

8 - Procede de detection ou de dosage d'une 
substance appartenant 2 la categorie de substances biolo-* 

10 giques, telles que certains antibiotiques plus particulie- 
rement ceux de la classe des aminoglycosides, qui sont ca- 
pables, en presence d f enzymes specif iques, d'incorporer de 
I'ADP ou de l'AMP, ces dernieres molecules etant suscepti- 
bles d'etre fournies a ces substances biologiques a partir 
15 d'ATP en presence d'une enzyme specif icue appropriee, ca- 
racterise* par les etapes qui consistent : 
- a mettre la composition presumee contsnir la substance 
recherchee avec un reactif contenant un ATP modifie par 
une molecule chimique fixee de fagon covalente au cycle 
20 adenine de cet ATP et portant au moins un groups non en = 
gage dans la liaison covalente susdite et couplable di- 
rectement ou indirectement avec une molecule ou un pro- 
duit ayant une af finite specifique pour ce groupe et per 
mettant sa reconnaissance, ledit groupe etant en outre 
25 tel qu'il n'empeche pas l'ATP modifie qui le porte a 
fournir l'AiMP modifie' ou l'ADP modifie correspondant 
dans une forme incorporable dans ladite substance recher 
chee, 

. - £ placer, le cas echeant, apres elimination des AT? mo- 
30 difies libres, la composition obtenue dans des condi- 
tions permettant l'eventuel couplage des groupes de mo- 
dification portes.par l'AMP modifie ou l f ADP modifie in- 
corpore a ladite substance, avec la molecule ou le pro- 
duit permettant . la reconnaissance du groupe de modifica- 
35 tion du derive initial d 1 ATP , et 
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-a detecter ou a doser la susdite substance eventuelle- 
ment presente portant lesdits prodaita de reconnaissance. 

9 - Procede selon la revendication 8, caracteri- 
se en ce que le reactif utilise contient un.ATP modifie 
resultant de la fixation covalente sur la position 6, ou 
de preference 8, du groupe adenine de l'ATP d'un groupe M, 
choisi parmi ceux qui sont susceptibles d'une reaction de * 
liaison avec un agent chimique ou inmunologique ayant une 
affinity selective pour ce groupe, par 1' intermediate 
d'un bras du type -NH-(CH 2 ) x -X, ou -CO-(CH 2 ) x -X, dans le- 
quel X est un groupe assurant la liaison avec le susdit - 
groupe Wet x varie de 2 I 20, notamment de 6 a 12. 

10 - Procedg selon la revendication 8, carac- 
terise" en ce que le reactif utilise- contient un ATP modi- 
fie confornie a l'une quelconque- des revendications 1 a 7. 



INTSRPJATiOriAL SEARCH REPORT 

International Application No PCT/FR 82/00222 



I. ClASSiPICATtOH Or SUBJCCT MATTSTi (if several cie«:ficition symacis c ttz ty. indicate all) * 



According to Interna lion at Patent Classification (IPC) or to both McdonaJ Q&i£i;i<taU3n and IPC 

Int.CL 3 C07H 19/20; G 01 N 53/50 ; C 12 Q 1/00 

II. FIEIOS SEAKCHED # 

Minimum Documentation Secrened ♦ 



Classification System \ 



Classification Symbols 



Int. a. 3 



"C 07 H 19/00 



Documentation Searched other than Minimum Documentation 
to the Extent that such Documents ore Included in the fields Searched » 



lit DOCUMENTS CONSIDERED TO BE RELEVANT «♦ 



Category * | 



Citation of Document l * with indication, whero appropriate, ol the relevant passages »* 



Relevant to CJaim tf N6T> »" 



X,Y 
Y 



DE, A, 2618511 (MILES) 04 November 1976, see p3gcs 34-1 19 
DE, A, 2518419 (MILES) 04 November 1976, see pages 34-62 



1-9 
1-9 



US, A, 4255566 (R J.CARRICO et aL) 10 March 1981 , see column 2, lines 50- 1-7 
70; columns 3, 4 



I eateooriee ol cited documents: «* 

"A" document defining tho general state ol the art which is not 
considered to be of particular reievanco 

"E" earlier document but published on or after tho international 
filing date 

"L" document which may throw doubts on priority ciaim(s) or 
which Is cited to establish the oubiication date ol another 
. citation or other special reason (as soecified) 

-O* document referring to an oral disclosure, use, inhibition or 
other means 

"P* document published prior to the international filing dati but 
later than the priority dare claimed 



T later document cuotishod aftor the international filing date 
or orionty date and not in conflict with the applicauon but 
cited to understand tho principle or theory undartying tne 
invention 

"X" document of oartfeular relavenca; the elaimad invention 
cannot be considered novel or cannot bo considered to 
involve an inventive step 

"Y" document of particular retevanca: the claimed Invention 
cannot be considered to involve an inventive $teo when the 
document is eomoinod with one or more other sucn docu- 
ments, such combination being oovious to a person suited 
in tr.e art. 

"1" document member of the same patent family 



IV. CERTIFICATION 



Oate of the Actual Completion of the International Search * 

16 March 1983 (16.03.83) 



Oate at M.niing of iftli intsmtlanal Searen Report » 

3) March 1983(31.03.53) 



International Searching Authority » 

Eurooean Patent Office 



Signature of Authorized Officer 



form PCTJXSAUIO < second sheet) (October mi) 



( 



RAPPORi Dc RECHERCHE INTERNATIONALE 

0«n.in4o inttrnaMonste N' PCT/FR 82/00222 



I. ClASSCSIEHT Ot L-.UV8NTIOH <U ,.i M .:«uf. «yn:ao..» cl^i.-.cj.ion aont n0B Ucaal... 



las tnoiquor tous) 1 



Selon lyU«*a«Joo lnte.i.«Oon*i. <j«a brev«t» <Ciu> ou a la lota .clon | a cteaairtcatlon notional* .t I* OO 

CI3. : c 07 H 19/20; G 01 N 53/50; C 12 Q 1/00 



1L 0 MAIME3 SUR LES^JELS LA nSCMERCHE A PORTS 



Documentation minimal* consult** ♦ 



Systeme de dsaslflcation 



Symbol** d* classification 



CIB. 3 : 



C 07 H 19/00 



Documentation consult** autre que U documentation minimal* dins ta mesur* 
ou d* Ul» documents font parti* des domain** sur fescue!* (a reeherca* a port* * 



l». DOCUMENTS COHSlOtJXtS COMMS PERTINENTS I* 



Cat*gori*< 



Identification des documents cites,!* avec Indication, si nectsaaire 
des passages pertinents w 



N* des revindications 
visees !• 



X,Y 
X,Y 
Y 



DE, A, 2618511 (MILES) 4 novambrc 1975 
voir pages 34-119 

-DE, A, 2618419 (MILES) 4 novembre 1976 
voir pages 34-62 

US, A, 4255566 (R.J. CARRICO et al.) 
,10 mars 1981 

voir colonne 2, lignes 50-70; colonnes 

* 9 ** 



1-9 
1-9 

1-7 



* CaOocetes special** d* documents cites: ie 

«A» doOMiem definftsant I'ctat general d* la technique, non 
consid*!* comm* parti cuti«r*m*nt pertinent 

« E » document amtrteur. mai* oublie a la date d* depot interna- 
tional ou aprea can* data 

a U » document pouvant jeter un. dout* sur una revindication de 
prion:* ou est* pour determiner la data do publication d'ur.e 
«utr* citation ou pour un« ration soecial* (Utloqu'tndiquee) 

« O » document refirant a una divulgate oral*, a un usage a 
' un* exposition ou tous autros moyens 

« P » document oublie avnnt ta date do depot InternationeJ, maia 
pos.erieuremcnt a la data de priority revenctque* 



« T b documont ultlrieur publi* oosterieur*m*nt a la dated* depot 
international ou a la dato de oriorit6 ct n'appartenant cas 
al'etatdela tsenntqu* portinent, mst% citd pour com pren'r* 
ta prmcipo ou (a tftoone const:tuartt la oaa* da ('invention 

a X • document parttculterement pertinent: ('invention revondi- 
que* ne peut etr* consider** comm* nouvou* ou comm* 
Impliquant un* aclxvit* inventive 

* Y » document panic ulleremont pertinent: rtnventlon reverw 
diqu** no paut etr* eanaidArc* comm* imoliuuant un* 
activite inventive lorsou* I* ducumvnt eat assoc:e a un ou 
plutteura autre* documents oe mam* nature, etna comti- 
nai son etant evmente pour un* pec^onn* du metier. 

« A ■ document qui tail parti* d* la mem*VamUI* d* brevets 



iv. cchtif;catiom 



?cni^e , «° UH '* * 99atmi * i «««^e?ionai* a *!* off ectivement 



16 mars 198 3 



Administration charge* de la recherche international* i 

OFFICE EURQPEEM CE5 BREVETS 



Formula** PCT/ISArttO (deusiem* feuiiie) (Octobr* lfl«i) 



Oato d'eiptdition du present ragoortu* recr«ircn* internationule 1 

3 1 HARS 1S33 \ lm , a 



Signature du tonctionnair* tutoriseN 



